既往的研究显示多发性骨髓瘤(MM)患者存在免疫功能缺陷和失调，在增加Th17细胞数量同时提高IL-17水平能支持MM细胞生长，并抑制机体的免疫反应[@b1]--[@b2]，提示Th17细胞和IL-17在抗MM和提高免疫功能方面可能成为重要的治疗靶标。MM中基因亚型和染色体的异常与某些特定的miRNA有关，50%以上的miRNA位于肿瘤相关基因组区域，如扩增区、断裂位点、脆性位点和杂合性丢失区等[@b3]。同时miRNA还参与免疫调控，与适应性免疫系统的分化和功能关系密切，在Th17细胞的分化和发育中发挥重要作用[@b4]--[@b7]。基于以往的研究，我们通过观察MM患者miR-15a/16、-34a、-194-2-192簇、-181a/b和Th17相关细胞因子的表达，探讨其相关性及其在MM发病中的作用机制。

病例和方法 {#s1}
==========

1．病例资料：以2012年6月至2013年6月徐州医学院附属医院血液科收治的27例初诊MM患者为研究对象，男17例，女10例，年龄（58±10）岁。所有病例参照文献[@b8]标准诊断。根据国际分期系统(ISS)进行疾病分期，其中Ⅰ期4例，Ⅱ期7例，Ⅲ期16例。入院后均以T-VAD（沙利度胺+长春新碱+阿霉素+地塞米松）方案治疗4\~6个疗程。正常对照组为8名本院健康体检者，男5名，女3名，年龄（56±7）岁。

2．主要试剂及仪器：Ficoll淋巴细胞分离液购自美国Invitrogen公司，TRIzol试剂、Taq DNA聚合酶和dNTP、荧光实时定量PCR(qRT-PCR)试剂、逆转录试剂盒均购自上海艾博思生物科技有限公司。人IL-17、IL-21、IL-22、IL-23、IL-27检测试剂盒购自苏州卡尔文生物科技有限公司。

3．标本采集与处理：分别采集患者治疗前后空腹外周血和骨髓液各5 ml，Ficoll淋巴细胞分离液提取单个核细胞及上清，分别于−80 °C保存备用。

4．qRT-PCR法检测miRNA的表达水平：收集骨髓单个核细胞，用TRIzol法提取细胞总RNA，按照说明书进行反转录操作，所得cDNA于−20 °C保存备用。以U6为内参照，U6及has-miRNA引物由上海艾博思生物科技有限公司提供(IBS-miR-stemloop kit IBSBIO-1978001)。采用ABI7500 qRT-PCR仪（美国ABI公司产品）进行检测，反应条件：94 °C 3 min（预变性），94 °C 20 s，62 °C 40 s，40个循环，反应结束后分析熔解曲线，2^−ΔΔCt^法计算基因的相对表达量。

5．ELISA法检测血清细胞因子水平：采用ELISA法检测IL-17、IL-21、IL-22、IL-23、IL-27水平，按照试剂盒说明书进行操作。

6．统计学处理：应用SPSS16.0软件进行统计学分析。各组数据以*x*±*s*表示，两组间数据比较采用Student\'s *t*检验。资料的相关分析采用Spearman秩相关分析法，*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．miRNA在初诊MM患者与正常对照者中的表达：初诊MM患者骨髓单个核细胞miR-15a/16、miR-194、miR-34a相对表达量分别为0.27±0.03、0.91±0.12、0.76±0.10、0.51±0.06，较正常对照组降低（*P*值均\<0.05）；而miR-181a/b在MM患者中的相对表达量分别为1.43±0.22和1.62±0.52，显著高于正常对照组，差异均有统计学意义（*P*值均\<0.05）；miR-192在两组中的表达（1.12±1.45对2.22±2.27）差异无统计学意义（*P*\>0.05）（[图1A](#figure1){ref-type="fig"}）。

![miRNA和Th17相关细胞因子在27例初诊多发性骨髓瘤（MM）患者和8名正常对照者中的表达水平（\*两者比较，*P*\<0.05）\
A：荧光实时定量PCR法检测骨髓单个核细胞miRNA的相对表达水平；B：ELISA法检测血清Th17相关细胞因子表达水平](cjh-36-02-125-g001){#figure1}

2．Th17相关细胞因子在初诊MM患者与正常对照者中的表达：初诊MM组患者血清IL-17、IL-21、IL-27的表达水平分别为（31.28±4.24）ng/L、(123.86±20.00)ng/L、(25.86±3.93)ng/L，较正常对照组增加2\~3倍（*P*值均\<0.05）；IL-22在MM患者中的表达水平为（223.08±44.76）ng/L，低于对照组的（288.73±45.77）ng/L，差异有统计学意义（*P*\<0.05）；IL-23在两组中的表达［(11.62±2.79)ng/L对(11.60± 3.36)ng/L\]差异无统计学意义（*P*\>0.05）（[图1B](#figure1){ref-type="fig"}）。

3．MM患者miRNA表达与其临床特征的相关性分析：MM患者miR-15a/16、-34a、-194-2-192簇、-181a/b表达水平与其性别、年龄、亚型均无相关性（*P*值均\>0.05）。ISS分期Ⅲ期患者miR-15a/16、-34a、-194表达水平低于Ⅰ期患者，而miR-181a/b表达水平高于Ⅰ期患者（*P*值均\<0.05）；miR-192表达水平在各分期患者中的差异无统计学意义（*P*\> 0.05)（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### miRNA在不同临床特征多发性骨髓瘤患者中的相对表达水平（*x*±*s*）

  临床特征     例数     miR-15a         miR-16       miR-192      miR-194        miR-34a        miR-181a       miR-181b
  ----------- ------ -------------- -------------- ----------- -------------- -------------- -------------- ---------------
  性别                                                                                                      
   男           17     0.25±0.03      0.94±0.15     1.27±0.32    0.74±0.13      0.52±0.07      1.56±0.29       1.59±0.66
   女           10     0.23±0.04      0.89±0.16     0.88±0.04    0.80±0.09      0.46±0.10      1.04±0.15       1.71±0.71
  年龄                                                                                                      
   ≥65岁        8      0.27±0.10      0.66±0.13     2.31±0.77    1.09±0.26      0.66±0.06      1.90±0.68       1.64±0.73
   \<65岁       19     0.24±0.02      0.97±0.15     1.30±0.32    0.64±0.10      0.46±0.07      1.27±0.20       1.61±0.66
  ISS分期                                                                                                   
   Ⅰ期          4      0.43±0.03      2.86±0.21     1.43±0.14    1.75±0.10      0.87±0.05      1.20±0.25       1.11±0.04
   Ⅱ期          7     0.24±0.05^a^   0.85±0.21^a^   1.31±0.51   0.83±0.13^a^    0.80±0.24     2.03±0.65^a^   0.49±0.03^a^
   Ⅲ期          16    0.23±0.15^a^   0.71±0.07^a^   1.04±0.31   0.63±0.11^a^   0.41±0.05^a^   2.29±0.07^a^   1.93±0.69^ab^
  免疫分型                                                                                                  
   IgG          13     0.21±0.05      0.67±0.12     2.22±0.61    1.11±0.19      0.68±0.12      2.27±0.55       1.40±0.55
   IgA          5      0.31±0.03      0.98±0.15     0.72±0.13    0.74±0.18      0.50±0.07      1.28±0.19       2.21±1.37
   轻链         5      0.22±0.06      0.60±0.07     0.45±0.14    0.50±0.12      0.31±0.03      0.91±0.33       0.30±0.03
   非分泌型     4      0.20±0.06      0.64±0.10     0.48±0.14    0.35±0.07      0.48±0.17      0.75±0.06       0.28±0.05
  治疗前        27     0.27±0.03      0.91±0.12     1.12±1.45    0.76±0.10      0.51±0.06      1.43±0.22       1.62±0.52
  治疗后                                                                                                    
   缓解组       11     0.35±0.10      1.18±0.81     1.09±0.27    0.77±0.12      0.70±0.50      0.66±0.52       0.27±0.17
   未缓解组     16    0.10±0.05^c^   0.55±0.22^c^   1.21±1.01    0.81±0.23     0.25±0.11^c^   1.99±1.47^c^   2.59±3.84^c^

注：缓解组：完全缓解+非常好的部分缓解+部分缓解；未缓解组：病情稳定+疾病进展；与Ⅰ期比较，^a^*P*\<0.05；与Ⅱ期比较，^b^*P*\<0.05；与缓解组比较，^c^*P*\<0.05

27例MM患者均接受4\~6个疗程T-VAD方案化疗，其中11例缓解\[包括完全缓解(CR）、非常好的部分缓解(VGPR)和部分缓解(PR）\]，14例病情稳定(SD)，2例疾病进展(PD)。在化疗结束后分别行miRNA和Th17相关细胞因子检测，发现缓解组患者miR-15a/16、-34a表达水平明显高于SD+PD患者组，而miR-181a/b表达水平则明显低于SD+PD患者组，差异均有统计学意义（*P*值均\<0.05）。miR-192-2-194簇表达水平在两组患者中差异无统计学意义（*P*\>0.05）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

4．MM患者Th17相关细胞因子表达与其临床特征的相关性分析：MM患者Th17相关细胞因子IL-17、IL-21、IL-22、IL-23、IL-27的表达水平与其性别、年龄、疾病亚型均无相关性（*P*值均\>0.05）。ISS分期Ⅲ期患者IL-17、IL-21、IL-23、IL-27表达水平高于Ⅰ期患者，而IL-22表达水平低于Ⅰ期患者，差异均有统计学意义（*P*值均\<0.05）（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### Th17相关细胞因子在不同临床特征多发性骨髓瘤患者中的表达水平（ng/L，*x*±*s*）

  临床特征     例数       IL-17             IL-21             IL-22             IL-23            IL-27
  ----------- ------ ---------------- ----------------- ------------------ ---------------- ----------------
  性别                                                                                      
   男           17      33.33±3.79      126.10±26.59       224.94±43.19       11.68±2.77       25.47±4.10
   女           10      30.83±4.32      122.10±17.62       220.85±50.62       11.37±3.12       26.37±5.34
  年龄                                                                                      
   ≥65岁        8       33.27±1.15      124.20±13.01       222.35±27.29       10.94±1.69       29.23±1.21
   \<65岁       19      30.97±0.78       123.81±3.33       228.09±7.77        11.71±0.48       25.15±0.77
  ISS分期                                                                                   
   Ⅰ期          4       25.62±0.61       112.09±9.41       269.20±17.52       9.06±1.61        22.26±2.47
   Ⅱ期          7     28.29±1.30^a^    125.82±23.88^a^     250.52±51.08       10.12±1.93       21.74±4.68
   Ⅲ期          16    33.36±3.38^ab^   126.22±20.53^a^   211.69±41.03^ab^   12.57±2.74^ab^   27.47±3.57^ab^
  免疫分型                                                                                  
   IgG          13      31.75±4.32      125.40±19.40       207.27±42.74       11.90±2.61       23.80±3.54
   IgA          5       30.66±7.29      118.70±16.10       248.79±22.84       11.44±2.81       26.62±5.15
   轻链         5       31.23±3.46      120.18±21.89       244.87±53.44       10.39±2.87       25.28±2.94
   非分泌型     4       31.74±1.13      132.59±26.05       219.49±36.37       13.51±3.34       24.90±4.90
  治疗前        27      30.28±4.83      127.35±22.76       239.13±45.92       11.37±2.61       26.12±2.70
  治疗后                                                                                    
   缓解组       11      27.19±0.08      117.08±12.81       219.02±43.61       9.36±1.07        20.95±2.39
   未缓解组     16    34.90±3.83^c^    136.25±18.34^c^   187.74±36.58^c^    11.88±2.98^c^    25.51±5.17^c^

注：缓解组：完全缓解+非常好的部分缓解+部分缓解；未缓解组：病情稳定+疾病进展；与Ⅰ期比较，^a^*P*\<0.05；与Ⅱ期比较，^b^*P*\<0.05；与缓解组比较，^c^*P*\<0.05

5．初诊MM患者中Th17相关细胞因子之间表达的相关性分析：采用Spearman相关分析发现在初诊MM患者血清中IL-17与IL-23、IL-27的表达水平呈正相关，而与IL-22的表达水平呈负相关；IL-22与IL-23、IL-27的表达水平呈负相关；IL-23与IL-27的表达水平呈正相关（*P*值均\<0.05）（[表3](#t03){ref-type="table"}）。

###### 初诊多发性骨髓瘤患者血清Th17相关细胞因子之间表达水平的相关性

  相关因素        Spearman *R*值   *P*值
  -------------- ---------------- -------
  IL-17与IL-21        0.231        0.160
  IL-17与IL-22        −0.567       0.000
  IL-17与IL-23        0.605        0.000
  IL-17与IL-27        0.547        0.000
  IL-21与IL-22        −0.353       0.032
  IL-21与IL-23        0.399        0.015
  IL-21与IL-27        0.236        0.160
  IL-22与IL-23        −0.665       0.000
  IL-22与IL-27        −0.677       0.000
  IL-23与IL-27        0.522        0.010

6．在初诊MM患者中miRNA表达水平与Th17相关细胞因子水平的相关性分析：结果显示MM患者miR-15a/16、-34a、-194-2-192簇与IL-17的表达水平无明显相关性（*P*值均\>0.05）；但miR-34a与IL-21（*P*=0.017）、miR-181a与IL-23（*P*=0.041）、miR-192与IL-21、IL-22（*P*值分别为0.045、0.031）、miR-192-2-194簇与IL-27（*P*值均为0.008）的表达水平均有相关性（*P*值均\<0.05）（[表4](#t04){ref-type="table"}）。

###### 初诊多发性骨髓瘤患者miRNA与Th17相关细胞因子之间的相关性分析

  相关因素           Spearman *R*值   *P*值
  ----------------- ---------------- -------
  miR-34a与IL-21         0.396        0.017
  miR-181a与IL-23        0.342        0.041
  miR-192与IL-21         0.336        0.045
  miR-192与IL-22         −0.360       0.031
  miR-192与IL-27         0.438        0.008
  miR-194与IL-27         0.437        0.008

讨论 {#s3}
====

MM是一种浆细胞异常增生的恶性血液肿瘤，在其发病过程中相关细胞因子的异常表达、癌基因的异常激活和分子遗传学异常均发挥着重要的作用。在MM患者体内存在免疫系统的缺陷和失调，Th17细胞是调节肿瘤免疫的重要免疫细胞之一，研究发现MM患者骨髓中Th17细胞的比例较意义未明单克隆免疫球蛋白血症(MGUS)患者更高，提示Th17细胞可能与MM发病有关或参与疾病的进展[@b9]。此外在Th17细胞的分化发育中miRNA也发挥着重要的作用[@b10]。在人类自身免疫性疾病的研究中发现异常表达的miRNA可通过影响Th17细胞分化和功能而参与疾病的发展[@b5]--[@b6]。因此在作为免疫效应细胞性肿瘤的MM中，miRNA和Th17细胞之间也可能存在互相调控的复杂网络，促进疾病的进展。目前关于两者在MM患者中的研究鲜有报道。

在本研究中我们发现MM患者miRNA的表达有不同程度下调，这也支持miRNA作为内源性抑癌基因其缺失可能与MM发病有关这一观点。我们的研究结果显示初诊MM患者miR-15a/16的表达明显下调，且随着疾病进展miR-15a/16呈进行性下调，说明miR-15a/16的低表达与MM高风险有关，提示miR-15a/16与MM患者的发病和进展密切相关。抑制miR-15a/16可促进MM细胞增殖、扩散和新血管再生[@b11]。miR-15a/16位于人染色体13 q14，参与抗肿瘤细胞增殖和促进凋亡活动，而50%以上的MM患者有该染色体的缺失，这可能是MM患者miR-15a/16表达缺失或下调的原因之一。miR-34a和miR-194-2-192簇分别位于人染色体1p36和11q13上，受肿瘤抑制蛋白p53的直接调节，在MM患者中表达下调，可能与MM细胞中这些miRNA启动子区域超甲基化，继而发生沉默有关。下调的miR-194-2-192簇可增加p53的负性调节因子鼠双微基因mRNA(MDM2 mRNA)的表达。miR-34a和miR-194在初诊MM组较正常对照组表达明显降低（*P*\<0.05），可能与低表达的miR-34a和miR-194在MM疾病进程中促进MM细胞扩增、归巢和迁徙有关[@b12]。在MM晚期miR-34a和miR-194的表达明显低于疾病初期，这也证实了miR-34a和miR-194与MM疾病发生和进展有关。虽然随着疾病的进展miR-192表达呈下降趋势，但差异无统计学意义，估计和研究样本数较少有关。本研究结果还显示在MM患者中miR-181a/b表达明显上调，且在疾病晚期高表达，提示miR-181a/b可能作为潜在的癌基因参与疾病发展并可作为患者预后欠佳的判断指标。这与Roccaro等[@b13]的研究结果相符，为临床诊断和判断预后提供了依据。

Th17细胞能选择性分泌一些促炎症细胞因子。在研究中我们发现Th17相关细胞因子的表达水平与MM的ISS分期显著相关，同时发现Th17相关细胞因子之间存在着显著相关性，这为进一步研究Th17相关细胞因子在MM发病机制中的作用提供了依据。

IL-17是Th17细胞发挥免疫调节功能的主要效应因子，可通过上调血管内皮细胞生长因子(VEGF)促进血管新生，从而促进MM细胞增殖和存活[@b14]。本研究结果显示Th17细胞的标志性细胞因子IL-17水平在MM患者中显著升高，且随着疾病的进展，表达水平持续增高，进一步证实由Th17细胞产生的IL-17可促进MM细胞增殖并抑制患者的免疫功能。IL-21是Th17细胞高表达的另一细胞因子，以自分泌的方式诱导Th17细胞分化、增殖，IL-21可通过JAK/STAT、Erk/MAPK和Akt/PI3K途径诱导MM细胞株集落形成[@b15]。本研究中MM患者高表达IL-21，可能与MM中细胞增殖的最重要细胞因子IL-6通过活化STAT3信号通路促进IL-21分泌有关，证实了IL-21可促进MM细胞生长。IL-22通过激活肿瘤细胞中相关信号通路，参与调节细胞生长和细胞周期调控。在不同类型细胞中IL-22产生不同的效应，如在人肺癌细胞中IL-22可促进肺癌细胞的存活[@b16]，在乳腺癌和肝癌中IL-22却能抑制肿瘤细胞增殖[@b17]。目前IL-22在MM中的生物学效应尚不明确，但我们发现在MM患者血清中IL-22水平明显下降，在疾病晚期尤为明显，且与IL-17、IL-21呈负相关，因此我们推测IL-22在MM中可能对促进细胞增殖的信号通路有抑制作用，进而抑制MM细胞的生长。IL-23是产生IL-17的关键性启动因子，可诱导naïve T细胞分化成Th17细胞。但IL-23在MM患者中作用于肿瘤细胞的潜在活性尚不明确。虽然本研究中IL-23在MM和正常对照组之间的表达差异无统计学意义，但在MM疾病晚期却高表达，且与IL-17、IL-21呈正相关，因此我们推测在MM患者中内源性IL-23可能促进肿瘤生长。IL-27可促使初始CD4^+^T细胞增殖并向Th1细胞分化，同时抑制Th17细胞分化[@b18]。研究发现IL-27可通过下调VEGF，上调抗血管生成因子CXCL9和CXCL10抑制新生血管生成[@b19]、抑制破骨细胞分化和诱导成骨细胞增殖[@b20]。我们发现MM患者IL-27表达水平较正常对照组升高，且在晚期患者中高表达，与IL-17水平呈正相关，推测在疾病进展中可能由于Th17分泌高水平IL-17导致IL-27相应增加，从而发挥抑制MM细胞生长的作用。进一步检测表明，治疗后未缓解组(SD+PD)患者IL-17、IL-21、IL-23、IL-27均较治疗后缓解组(PR+VGPR+CR)患者升高，表明Th17相关细胞因子的异常表达和功能亢进与MM患者病情密切相关，提示Th17细胞可能作为重要的参与因素导致MM患者机体免疫失调。

MM患者存在miRNA表达异常及Th17相关细胞因子血清水平异常，且两者之间存在相关性，表明它们之间存在一个互相调控的网络，上调的IL-17、IL-21和IL-27可能潜在下调某些miRNA。在MM中IL-17、IL-27调节VEGF的同时，miR-15a/16也可靶向结合VEGF，抑制其旁分泌而发挥抗新生血管生成作用[@b21]--[@b22]，提示VEGF可作为IL-17、IL-27和miR-15a/16的共同靶点，参与MM疾病的发展。IL-21通过促进MM细胞自分泌胰岛素样生长因子-1 (IGF-1)，诱导MM细胞生长[@b15]，同时miR-192也能直接靶向浆细胞迁徙至骨髓的关键因素IGF通路（包括IGF-1R和IGF-1），诱导MM细胞凋亡，或阻止细胞扩散；这说明IGF-1是IL-21和miR-192的共同靶点，本研究中MM患者miR-192与IL-21的正相关关系，提示两者在MM的发病中可能存在协同作用。因为miR-181a在T细胞发育中发挥重要作用[@b23]，MM患者中高表达的miR-181a与IL-23呈正相关，我们推测内源性IL-23和miR-181a可能诱导Th17细胞增殖分化产生IL-17，增强Th17细胞的效应，从而促进MM的发生和发展。

综上所述，miRNA和Th17相关细胞因子在MM患者中均存在异常表达，其表达与MM患者的ISS分期和化疗反应有关，同时两者之间也存在密切的联系，这进一步提示miRNA和Th17细胞可能在MM疾病的发生、发展中起着协同作用，同时我们的相关分析结果也表明失调的miRNA至少在某种程度上影响了Th17细胞的分化进而参与MM发病。然而我们的研究样本数较少，可能MM患者中两者的关系尚未完全发现。下一步我们将继续深入研究异常表达的miRNA在Th17细胞分化信号转导通路中的作用，为MM的靶向治疗提供新的思路。
